

















































El  agua  electroactivada  (AE)  es  un producto  obtenido  por  medio  del  pasaje  de  una solución  saturada  de  cloruro  sódico  diluida  en agua  de  red,  a  través  de  una  celda  de  electrólisis diafragmática.  Las  soluciones  producidas  se  lla­man  fracción  anódica  y  catódica,  por  el  signo  de carga del electrodo en el que se sintetizan. De esta forma se consigue una solución desinfectante (frac­ción anódica) a partir de agua corriente, sin aditi­vos químicos, por lo que no hay necesidad de mani­pular  productos  potencialmente  peligrosos  tales como el cloro. La fracción anódica (AE propiamen­te dicha) obtenida en este proceso es ácido hipoclo­roso, de pH neutro y con potencial Redox de +850 a +1000 mV. Los  promotores  de  crecimiento  son frecuentemente utilizados en la producción animal para mejorar  la ganancia diaria de peso. En gene­ral  son  productos  antibióticos  y/o  bactericidas  y traen  aparejadas  algunas  desventajas  como  por ejemplo  la  resistencia  antimicrobiana  (Hughes  & Heritage).  El  AE  ha  sido  utilizada  como  promo­tora del  crecimiento ofreciendo buenos  resultados en  pollos  de  engorde  y  también  se  utilizó  para mejorar  la  calidad  de  la  leche  en  vacas  de  tambo (Holcroft, 2003; Ferguson et al., 2008). A diferen­cia de los promotores de crecimiento tradicionales, el  AE  es  un  producto  antimicrobiano  natural, innovador  y  eficaz  obtenido  con  una  tecnología simple  y  de  bajo  costo  (Tabernero  de  Paz  et  al., 2013). El  AE  se  plantea  también  como  una alternativa  a  ser  utilizada  como  higienizante  del agua  de  bebida  y  como  agente  de  limpieza  y desinfección de las instalaciones ganaderas (Barto­lomé  et  al.,  2011;  Envirolife,  2017).  Diferentes trabajos  han demostrado  el  efecto  antimicrobiano del  AE  siendo  eficaz,  segura,  fácil  de  manipular, relativamente  barata  y  ecológica  (Botta  et  al., 2018; FSIS, 2017; Perry & Yousef, 2011). Estudios previos demostraron que el AE es altamente efecti­va  en  la  eliminación de Escherichia  coli O157:H7, Salmonella  enteritidis  y  Listeria  monocytogenes, lo  que  indica  su  potencial  aplicación  para  la descontaminación de los alimentos (Venkitanaraya­nan et al., 1999). Su eficacia no es provocada por el desencadenamiento  de  reacciones  químicas,  sino que actúa como simple portador del agente activo (ácido hipocloroso) ya estabilizado.Los objetivos del control microbiológico de los alimentos  son asegurar  la  inocuidad alimenta­ria y estimar la vida útil y estabilidad del alimento. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la inocuidad alimentaria se define como “la garan­tía  de  que  los  alimentos  no  causarán  daño  al consumidor cuando se preparen y/o consuman de acuerdo  con  el  uso  a  que  se  destinan”.  E.  coli productor  de  toxina  Shiga  (STEC)  y  Salmonella spp.  son  bacterias  patógenas  que  han  sido asociadas  con  infecciones  en  humanos  debido  al consumo  de  productos  alimenticios  de  origen 
bovino  (Caprioli  et  al.,  2005;  Heriksatd  et  al., 2008).  STEC  O157  es  un  agente  patógeno emergente  asociado  a  enfermedades  transmitidas por alimentos (ETA) (EFSA, 2009). STEC produce una amplia variedad de afecciones humanas: casos esporádicos de diarrea  leve autolimitante o brotes de  diarrea,  colitis  hemorrágica,  púrpura  trombó­tica trombocitopénica o síndrome urémico hemolí­tico  (SUH)  (Karmali  et  al.,  2010).  Los  rumiantes en  general,  y  el  ganado  bovino  en  particular,  han sido  identificados  como  el  mayor  reservorio  de STEC  (Ferens  & Hovde,  2011).  La  contaminación de  las  carcasas  puede  ocurrir  durante  el  procesa­miento  en  el  frigorífico  (O’Brien  et  al.,  2005).  La mayoría  de  los  animales  a  partir  de  los  cuales  se han aislado cepas de STEC son portadores asinto­máticos de la bacteria. Sin embargo, hay excepcio­nes como es el caso de los neonatos bovinos en los cuales cepas O157:H7 pueden producir enterocoli­tis (Dean­Nystrom et al., 1997). Salmonella  spp.  es  una  bacteria  patógena responsable  de  ETA.  Diferentes  estudios  han demostrado  la  presencia  de  Salmonella  spp.  en heces de bovinos  (Ramoneda et al., 2013; Agga et al.,  2016;  Smith  et  al.,  2016).  La  salmonelosis  es un  importante problema de salud pública en  todo el mundo. Esta enfermedad ha sido asociada con el consumo  de  alimentos  contaminados,  principal­mente  de  origen  animal  (aves,  bovinos  y  cerdos), como también por el contacto directo con animales infectados (Bou­chrif et al., 2009; Fey et al., 2000; Bartholomew  et  al.,  2004;  Roy  et  al.,  2001).  Los animales enfermos y  los portadores asintomáticos pueden  eliminar  Salmonella  spp.  a  través  de  las heces  y  esta  bacteria  puede  sobrevivir  durante largo tiempo en el ambiente (Wray & Wary, 2000).El objetivo general del  trabajo  fue evaluar el efecto del consumo de agua electroactivada (AE) en  bovinos  de  feedlot;  los  objetivos  particulares fueron: 1. determinar la presencia de E. coli O157 y de  Salmonella  spp.  en  materia  fecal  y  2. determinar  su  eficiencia  como  promotora  de crecimiento.
Materiales y métodos
Animales
El  trabajo  experimental  se  realizó  en  un feedlot ubicado en el partido de General Belgrano, provincia  de  Buenos  Aires,  entre  los  meses  de septiembre y diciembre del año 2015. Se utilizaron 150  bovinos  raza  Aberdeen  Angus,  que  arribaron al  establecimiento  en  ayunas,  12  horas  previas  al comienzo del ensayo. Todos  los animales provení­an  de  un  campo  de  recría,  pertenecientes  a  la misma  empresa  y  fueron  agrupados  al  azar  en  4 lotes. Los lotes (L) fueron homogéneos en cuanto a peso,  estado  general  y  conformación,  tanto  intra como  inter  lote  al  inicio  del  experimento  (Día 0). El peso vivo promedio de los animales al comienzo del  estudio  fue  de  260  kilos.  Para  determinar  el 
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efecto  promotor  de  crecimiento  del  AE,  en  cada visita  al  establecimiento  se  pesaron  todos  los animales  de  un  mismo  lote  en  una  báscula  en grupos  de  5  para  determinar  la  ganancia  de  peso mensual.Los L1  (n=30), L2  (n=30)  y L3  (n=30)  se sometieron  a  diferentes  concentraciones  de  AE adicionada  al  agua  de  bebida  (Tabla  1)  y  el  L4 (n=60) se utilizó como  lote control  sin  tratamien­to.  El  suministro  de  agua  de  los  corrales  que ocuparon los  lotes fue a través de un tanque en el cual se dosificó el porcentaje de AE correspondien­te para  cada mes de  tratamiento,  con una  cañería de  alimentación  de  los  bebederos  con  una  llave exclusa  en  cada  caso.  Los  corrales  contaron  con otro  bebedero  secundario  al  cual  se  suministró agua  sin  tratar  cuando  no  correspondiera  el tratamiento. 
Tabla  1.  Esquema  de  tratamiento  con  diferentes  concentra­
ciones de agua electroactivada en el agua de bebida de bovinos 
en feedlot
El  AE  que  se  utilizó  para  el  presente estudio fue elaborada por un equipo de origen ruso provisto  por  la  empresa  Let  Americana,  que  se encuentra  en  el  Laboratorio  de  Microbiología  de los  Alimentos,  Facultad  de  Ciencias  Veterinarias, UNLP. Se  realizaron  4  visitas  al  establecimiento en  el  periodo  de  estudio.  En  cada  visita  se obtuvieron muestras  individuales de materia  fecal del  recto  de  todos  los  bovinos  y  se  colocaron  en bolsas  plásticas  estériles,  identificadas  para  cada animal. Las muestras fueron transportadas refrige­radas  al  Laboratorio  de  Microbiología  de  los Alimentos,  Facultad  de  Ciencias  Veterinarias, UNLP,  donde  fueron  procesadas  dentro  de  las  24 horas de recolectadas. 
Análisis microbiológicos y PCR
Para  el  aislamiento  de  E.  coli  O157  se realizó un primer paso de enriquecimiento selecti­vo.  Diez  gramos  de  muestra  se  colocaron  en  una bolsa de muestreo estéril y se le adicionaron 90 ml de  caldo  tripticasa  soya  modificado  con  novobio­cina  (8  mg  L­1)  (Acumedia  Manufactures  Inc., Lansing, Michigan, EE. UU.). Las muestras fueron incubadas  a  42  °C  durante  24  horas.  Luego  de  la incubación, a partir de 1 ml del caldo de enriqueci­miento, se realizó la técnica de separación inmuno­
magnética  y  posterior  siembra  en  estría  por agotamiento en placas de agar MacConkey sorbitol suplementado  con  telurito  de  potasio  y  cefixime (SMAC­CT, Acumedia Manufactures Inc., Lansing, Michigan,  EE.UU.)  y  agar  SD­39  (Acumedia Manufactures  Inc.,  Lansing,  Michigan,  EE.UU.). Las  placas  fueron  incubadas  durante  24  horas  a 37  °C.  Luego  de  la  incubación,  a  partir  de  cada placa  se  seleccionó  un  máximo  de  30  colonias típicas  y  se  sembraron  en  una  placa  cuadriculada de SMAC­CT. Las placas fueron incubadas durante 24  horas  a  37  °C.  Luego  de  la  incubación  se armaron 3 conjuntos de 10 colonias cada uno, a los que  se  les  realizó  la  extracción  de  ADN mediante ebullición a 100 °C durante 15 minutos, en 150 µl de buffer Tritón X­100 al 1 % en buffer TE 1X [10 mM  TrisHCl  (pH  8,0);  1  mM  EDTA  (pH  8,0)]. Posteriormente,  los  tubos  fueron  centrifuga­dos  a 10000 rpm durante 5 minutos para sedimentar los restos  celulares.  Los  extractos  de  ADN  de  los conjuntos  fueron analizados mediante PCR múlti­ple  para  la  detección  de  los  genes  stx1,  stx2  y rfbO157  (Leotta  et  al.,  2005).  Para  identificar  la colonia  stx/rfbO157,  se  analizó  cada  colonia  del conjunto  positivo  mediante  PCR  múltiple.  Se utilizaron tres pares de oligonucleótidos cebadoes, un par para amplificar un  fragmento del gen stx1, correspondiente a la subunidad B de la toxina Stx1, otro  par  para  amplificar  un  fragmento  del  gen stx2, correspondiente a la subunidad A de Stx2 y el tercer  par  para  amplificar  un  fragmento  del  gen rfbO157 correspondiente a una proteína involucra­da  en  la  síntesis  del  lipopolisacárido  O157.  Como control positivo se utilizó una cepa control E. coli EDL 933. Para el  aislamiento de Salmonella  spp.  se realizó  un  primer  paso  de  pre­enriquecimiento. Diez gramos de muestra se colocaron en una bolsa de muestreo  estéril  y  se  le  adicionaron  90 ml  de agua peptonada tamponada estéril (APB) (Acume­dia  Manufactures  Inc.,  Lansing,  Michigan, EE.UU.).  Las muestras  fueron  incubadas  a  37  °C durante  24  horas.  Luego  de  la  incubación  se realizó el enriquecimiento selectivo colocando 1 ml del  caldo de pre­enriquecimiento  en  tubos  con  10 ml de  caldo  tetrationato  (Acumedia Manufactures Inc.,  Lansing,  Michigan,  EE.UU.)  y  100  µl  del caldo  de  pre­enriquecimiento  en  tubos  con  10 ml de caldo Rappaport (Acumedia Manufactures Inc., Lansing, Michigan, EE.UU.).
Muestreos  sanguíneos  y  análisis  bioquí­micos
En  la  última  visita  se  recolectaron muestras  de  sangre mediante  punción  de  la  vena coccígea de 5 animales de cada uno de los lotes L1, L2  y  L3,  y  de  10  animales  del  L4  (n=  25).  En  las muestras de sangre se determinaron 6 parámetros fisiológicos  para  verificar  alteraciones  en  los valores de  referencia por  el  consumo de agua  con adición  de  AE.  Los  parámetros  evaluados  fueron: 
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pH,  bicarbonato  (HCO3),  sodio  (Na),  potasio  (K), cloro  (Cl)  y  hemoglobina  total  (tHB).  Para  las determinaciones  se utilizó el  equipo OPTI® CCA­TS2  Blood  Gas  and  Electrolyte  Analyzer  (IDEXX Laboratories, Inc., Atlanta, Georgia, EE.UU.).
Análisis estadístico
Para  el  análisis  estadístico,  las  variables categóricas  se  resumieron  mediante  porcentajes, mientras que las variables continuas normalmente distribuidas  se  presentaron  como  promedios  ± desviaciones estándar. Se analizaron con la prueba de Análisis de Varianza (diseño no balanceado) y la prueba  para  el  contraste  de  hipótesis  a  posteriori en  caso  de  presentar  diferencias  significativas. Para  el  procesamiento  de  datos  se  utilizó  el programa Infostat (http://www.infostat.com.ar/). 
Resultados
Los  resultados  del  control  de  peso  de  los animales pertenecientes a cada lote fueron presen­tados  y  analizados  para  observar  el  comporta­miento a lo largo del período de estudio (Tabla 2 y Figura 1). Al día 30 de tratamiento, no se encontra­ron  diferencias  significativas  de  los  4  lotes  (p  > 0,05)  (Tabla  2),  mientras  que  a  los  60  días  se observaron  diferencias  significativas  entre  el  L1  y los tratamientos L2, L3 y L4 (p=0,0013). Luego de 60 días se observó un descenso del peso vivo en los animales  del  grupo  L3,  mientras  que  el  grupo testigo  continuó  en  aumento,  sin  que  se encontraran  diferencias  significativas  entre  los lotes a  los 90 días  (p > 0,1667), aunque el L1  fue, de  los  grupos  tratados,  el  que  presentó  un descenso más lento. 
Tabla  2.  Peso  promedio  en  kilos  de  grupos  de  5  bovinos  de 
cada  lote  sometidos  a 4  tratamientos  con agua  electroactivada 
en el agua de bebida.
ªPromedio  ±  desvío  estándar.  Letras  distintas  por  columna 
indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,05).
Tabla 3. Estadística descriptiva de los parámetros bioquímicos 
en  sangre  de  bovinos  en  feedlot  sometidos  a  tratamiento  con 
agua electroactivada.
Los  parámetros  evaluados  fueron:  pH,  (HCO3),  sodio  (Na), 




Las  muestras  de  materia  fecal  resultaron positivas a E. coli O157 (stx2) en 3,3 % para el L2 a los  60  días  y  a Salmonella  spp.  en  3,3 %  y  1,6 % para  el  L3  y  el  lote  control  a  los  90  días, respectivamente.Los resultados estadísticos descriptivos de los  parámetros  bioquímicos  en  sangre  de  los bovinos  sometidos  a  tratamiento  con  AE  se presentan en la Tabla 3.
Discusión
Del  análisis  de  los  resultados  de  la administración  de  AE  a  bovinos  de  feedlot  se desprenden varios puntos a considerar, entre ellos los referidos a la ganancia de peso. La tendencia a favor  del  L2  y  L3  a  los  60  días  de  tratamiento, podría  deberse  a  un  tipo  de  efecto  promotor  de crecimiento en los novillos por el consumo de AE, aunque  es  necesario  realizar  estudios  adicionales para  corroborarlo,  ya  que  el  L1  que  presentó mayor  peso  promedio  fue  el  que  recibió  el tratamiento  más  prolongado.  Los  resultados  de Bartolomé  et  al.  (2011)  e  Ichinohe  et  al.  (2004), indican que  el AE podría  tener un  efecto  sobre  la actividad  y  eficacia  de  la  microflora  ruminal,  lo que podría explicar el efecto promotor. De acuerdo con esto,  el descenso de peso del L3,  luego de  los 60  días  de  tratamiento,  coincide  con  la  interrup­ción del consumo del AE 30 días antes. A partir del día  60  de  ensayo,  el  L4 mantuvo  un  aumento  de peso  lineal  sostenido  alcanzando  el  peso  final equivalente al L1, aunque resulta importante desta­car que ese aumento fue más lento durante todo el ensayo.  Por  lo  tanto,  el  tratamiento  ininterrum­pido  con  AE  permitiría  acortar  el  tiempo  de terminación del animal y por ende reducir costos. De acuerdo con Tabernero de Paz et al. (2013), son escasos los trabajos que evalúen los efectos del AE sobre  la  productividad  y  rendimiento  de  los animales  de  abasto  cuando  se  dosifica  en  el  agua de bebida,  siendo el presente  trabajo de  interés al respecto.  Los  resultados  aquí  presentados  coinci­den con estudios previos realizados en vacas leche­ras,  los  cuales  reportaron  un  aumento  en  la 
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ganancia  diaria  de  peso  cuando  se  les  suministró AE  en  el  agua  de  bebida  (D'Amico,  2003; Bartolomé et al., 2011). De  acuerdo  con  el  Código  Alimentario Argentino  (CAA),  cinco  muestras  de  65  y  de  10 gramos  de  carne  picada  deben  estar  libres  de  E. coli  O157  y  Salmonella  spp.,  respectivamente. Estas bacterias, que han sido reportadas en mate­ria  fecal  de  bovino  en  todo  el  mundo,  pueden contaminar  la  carne durante  la  faena  y procesado en frigorífico cuando el contenido intestinal contac­ta con la carcasa del animal portador. En el presen­te trabajo, se obtuvo 3,3 % de E. coli O157 para el L2 a  los 60 días de tratamiento y el 3,3 % y 1,6 % de  Salmonella  spp.  a  los  90  días  de  tratamiento para los L3 y L4, respectivamente. La presencia de estas  bacterias  en  la materia  fecal  de  los  novillos estudiados es inferior a la reportada por otros auto­res.  Paiba  et  al.  (2002)  y  Biruhtesfa  et  al.  (2017) analizaron muestras de materia fecal de bovinos en frigoríficos de Gran Bretaña y Etiopía, obteniendo una prevalencia de E.  coli O157 de 4,7 % a 5,2 %. En  Estados  Unidos  y  Venezuela  se  reportó  una prevalencia  de  Salmonella  en  materia  fecal  de bovinos  de  9,1  %  y  13,7  %  (Narváez­Bravo  et  al., 2013;  Dargatz  et  al.,  2016).  Las  variaciones  en  la prevalencia  de  estas  bacterias  patógenas  pueden deberse a la categoría de animal, a la época del año durante la que se realiza la evaluación, al estrés del transporte  asociado  a  un  aumento  de  la  elimina­ción, a factores dietarios o a la adición de AE en el agua  de  bebida  (Ekong  et  al.,  2015;  Schuehle Pfeiffer  et  al.,  2009; Dargatz  et  al.,  2016). E.  coli O157 y Salmonella  spp. han sido asociadas a ETA en  todo  el  mundo,  siendo  la  carne  uno  de  los alimentos implicados. Si bien los resultados obteni­dos  en  el  presente  trabajo  difieren  de  estudios previos,  es  necesaria  la  aplicación  de  buenas prácticas  de  higiene  durante  el  proceso  de  faena para evitar la contaminación de la carne. Un estudio previo en vacas lecheras conclu­ye  que  el  AE  afecta  al  equilibrio  ácido­base sanguíneo  (Bartolomé  et  al.,  2011).  Sin  embargo, en el presente trabajo no se evidenciaron alteracio­nes en  los valores de referencia de  los parámetros sanguíneos evaluados. Nuestros  resultados  coinci­den  con  estudios  realizados para  evaluar  los  efec­tos del AE de diferentes pH, cuando se dosifica en el  agua  de  bebida  a  concentraciones  variables  en animales de laboratorio, perros y pollos (Inagaki et al.,  2011;  Morita  et  al.,  2011;  Yanagihara  et  al., 2005; Tabernero de Paz et al., 2013; Abol­Enein et al., 2009; Surdu et al., 2008).
Conclusiones
Se  concluye  que  la  adición  de  AE  en  el agua  de  bebida  de  bovinos  de  feedlot  no  produce alteraciones  en  los  valores  de  referencia  de  los parámetros  sanguíneos  evaluados.  De  la  misma manera,  tampoco  se  evidenciaron  modificaciones en  la portación  fecal de E. coli O157 y Salmonella 
spp. Se propone continuar esta  investigación para comparar  un  tratamiento  de  60  días  al  final  del engorde  para  establecer  si  es  la  etapa  más adecuada  para  su  empleo  como  promotor  de crecimiento,  al mismo  tiempo  que  podría  compa­rarse con un tratamiento equivalente a L1 a efectos de considerar cuál de ellos produce mayor benefi­cio  en  la  disminución  del  tiempo  necesario  para terminar los animales. Por todo lo expuesto consi­deramos  que,  si  bien  es  necesario  profundizar  las investigaciones  en  el  uso del AE  como promotora de  crecimiento,  los  resultados  obtenidos  en  el presente  trabajo  son  alentadores  y  no  deberían desestimarse. 
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